Prevalenza del virus dell'Epatite E in cinghiali selvatici (Sus scrofa) nella regione del Lazio-Italia by Sasso, Simona
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI NAPOLI 
FEDERICO II 
 
 
 
 
 
TESI DI DOTTORATO DI RICERCA 
IN 
BIOLOGIA, PATOLOGIA E IGIENE AMBIENTALE IN 
MEDICINA VETERINARIA 
 
 
 
 
 
XXIV CICLO – 2008?2011 
 
 
 
 
 
PREVALENZA DEL VIRUS DELL’EPATITE E IN CINGHIALI 
SELVATICI ( SUS SCROFA ) NELLA REGIONE DEL LAZIO ? 
ITALIA 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TUTOR 
CHIAR.MO PROF. UGO PAGNINI 
 
COORDINATORE 
CHIAR.MO PROF. GIUSEPPE PAINO 
 
DOTTORANDA 
DOTT.SSA.. SIMONA SASSO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Voi avrete tribolazione nel mondo, 
 ma abbiate fiducia; 
 Io ho vinto il mondo!” 
Giov.16:33 
 
 
 
 
 
 
 
 
INDICE 
 
ABSTRACT                 pag. 1 
 
INTRODUZIONE                pag. 3 
 
CENNI DI BIOLOGIA DELLA SPECIE           pag. 6 
Posizione Tassonomica                  pag. 6 
Distribuzione                   pag. 8 
Morfologia e abitudini                          pag. 9 
Formula dentaria                   pag.11  
Comportamento         pag.14 
Biologia riproduttiva        pag.15 
Dieta e regime alimentare       pag.17 
Habitat          pag.18 
         
EPATITE E         pag.20 
Caratteristiche molecolari       pag.20 
Genotipi e sottotipi        pag.20 
Caratteristiche cliniche        pag.22 
Decorso clinico         pag.24 
Diagnosi          pag.25 
 Test IgG,IgA,IgM anti?HEV      pag.25 
 Test per antigene HEV       pag.26 
 Test di Biologia Molecolare        pag.27 
Modalità di trasmissione       pag.27 
Trasmissione attraverso l’acqua       pag.28 
 Zoonosi di origine alimentare       pag.28 
 Trasmissione ematica         pag.30 
 Trasmissione parenterale        pag.31 
Controllo e prevenzione        pag.31 
Misure sanitarie        pag.31 
 Immunoprofilassi        pag.32 
 Vaccino          pag.32 
  
MATERIALI E METODI                pag. 34 
Area di studio                  pag. 34 
Metodologia                  pag. 35 
Percorso organizzativo e campionamento              pag.35 
Organi campionati                 pag.36 
Campioni esaminati nella stagione venatoria 2010?2011                 pag.38 
Popolazione umana a rischio: campionamento e           pag.39 
preparazione del campione   
Esami sierologici                   pag. 40 
Elisa indiretta per l’identificazione di anticorpi verso l’Epatite E           pag. 40 
Esami di biologia Molecolare       pag.41 
Estrazione dell’RNA        pag.41 
Rna reverse transcription e prima reazione di PCR          pag.42 
Nested PCR         pag.43  
Elettroforesi in gel di Agarosio ed escissione da gel              pag.44 
Sequenziamento ed analisi filogenetica            pag.44 
Analisi statistica         pag.45 
 
RISULTATI                pag. 46  
Esami sierologici                  pag. 46  
Esami di Biologia molecolare                pag. 48 
Risultati sierologici e di biologia molecolare             pag.49 
nella popolazione  umana a rischio                  
Analisi statistica                       pag.50 
Sequenziamento ed analisi filogenetica                      pag.53 
 
DISCUSSIONE               pag. 57 
 
CONCLUSIONI               pag. 65 
 
BIBLIOGRAFIA                         pag. 66
 
 
 1 
 
ABSTRACT 
  
L'epatite E è una delle principali cause di epatite virale acuta nei paesi 
tropicali e subtropicali a causa di un piccolo virus ad RNA, il virus dell'epatite 
E (HEV). Negli ultimi anni, un crescente numero di infezioni autoctone 
umane che coinvolgono HEV genotipi 3 e 4 sono stati segnalati nei paesi 
industrializzati .Il genotipo 3 è il  principale tipo di HEV che circola 
nel suino, ed è anche riportato in sporadici casi descritti.  Sebbene,  ceppi 
di HEV suini  siano stati rilevati in allevamenti suini in molti paesi 
europei, solo poche informazioni sono attualmente disponibili circa 
la circolazione e la prevalenza di HEV in cinghiali selvatici  in Italia. Il 
cinghiale (Sus scrofa) è ampiamente diffuso nelle 
montagne dell'Appennino in centro e sud Italia. Questo animale selvatico può 
lasciare il suo habitat naturale per entrare in contatto con animali 
domestici. Per questo motivo, è una fonte potenziale di malattie infettive, non 
solo per gli animali (selvatici e domestici), ma anche per  l'uomo. In questo 
studio, abbiamo ricercato la presenza di HEV in una popolazione di cinghiali 
in Italia. La prevalenza di infezione da HEV è stata determinata in 228 
cinghiali (Sus scrofa) raccolti durante la stagione venatoria 2010?2011 nella 
regione del Lazio in Italia centrale. Una indagine sierologica è stata effettuata 
utilizzando un test ELISA commerciale validato per l'uso in cinghiali selvatici 
per rilevare gli anticorpi anti?HEV. 
In 166 su 228 (72%) sieri di cinghiale sono stati riscontrati anticorpi per HEV  
in base al cut?off  descritto per umano (COV). Tuttavia, la stima della siero?
prevalenza calcolata basandosi sul cut off  previsto per il suino o per il 
cinghiale, è risultata del 64% (146/228) e 40% (92/228) rispettivamente. La 
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differenza con il COV specifico per il suino potrebbe essere stata causata dalla 
natura emolitica dei sieri di cinghiale. 
Parenchima epatico  è stato  inoltre raccolto, e RNA di HEV è stato rilevato 
mediante una RT?Nested PCR, amplificando un frammento della ORF2. 
Cinquantaquattro dei 164 campioni di cinghiale testati (33%) sono risultati 
positivi per HEV RNA. Inoltre sono stati analizzati anche 20 campioni di 
siero e sangue umano.  
La siero prevalenza riscontrata in questi campioni è stata del 25% (5/20) 
confermata dalla positività della RT? nested PCR per tutti e 5 i campioni. 
I prodotti della  PCR positivi, sono stati escissi da gel di agarosio e purificati 
utilizzando un kit di estrazione da Gel QIAquick seguendo le istruzioni del  
produttore. E' stata effettuata infine la caratterizzazione genetica dei ceppi 
identificati dai cinghiali selvatici e dai campioni umani mediante 
sequenziamento e allineamento.  L'analisi filogenetica sulle sequenze 
nucleotidiche di 16 amplificati di cinghiale e 5 umani  ha indicato che tutti i 
ceppi appartenevano al genotipo 3.  
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INTRODUZIONE 
 
 L’ Epatite E è una malattia virale umana con caratteristiche cliniche e 
morfologiche dell’ epatite acuta. L'infezione rappresenta una preoccupazione 
importante per la salute pubblica in molti paesi in via di sviluppo, dove è 
trasmessa principalmente attraverso la via oro?fecale ed  attraverso l'acqua 
contaminata ed il cibo (Emerson e Purcell, 2003) ed è spesso responsabile di 
focolai epidemici. Nelle persone più colpite, il decorso della malattia è mite, 
tranne che per le donne incinte in cui la mortalità  raggiunge il 20% (Aggarwal 
e Krawczynski, 2000). L'agente eziologico della malattia è il virus dell’epatite E 
(HEV), un piccolo virus a RNA privo di envelope appartenente al  genere 
Hepevirus all'interno della famiglia di Hepeviridae (Mayo, 2004). HEV isolati 
finora sono stati classificati in quattro principali genotipi. La maggior parte 
delle infezioni che si verificano in Asia e in Africa è causata da genotipo 1, 
mentre il genotipo 2 prevale in Messico e in Nigeria (Emerson e Purcell, 
2003). Il Genotipo 3 prevale negli USA e in Europa, mentre il genotipo 4 è 
distribuito principalmente in Cina, Taiwan, Giappone, Indonesia e Vietnam 
(Hsieh et al., 1999; Banks et al., 2004; Zheng et al., 2006). Anche se,  l'epatite 
E  è una malattia sporadica in paesi con condizioni di buona salute, il tasso di 
siero?prevalenza tra individui sani può essere piuttosto elevato (Emerson e 
Purcell, 2003). Il primo ceppo animale di HEV è stato caratterizzato nei suini 
negli Stati Uniti nel 1997 (Meng et al., 1997). Da questo momento in  poi, 
diversi altri ceppi sono stati descritti nei suini in tutto il mondo, quasi tutti 
appartenenti ai genotipi 3 e 4 (Lu et al., 2006). In particolare, i ceppi suini 
hanno  omologie di sequenza alte con  ceppi autoctoni umani , suggerendo 
che i suini possono rappresentare un serbatoio dell'infezione e che una 
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trasmissione zoonotica dell’ HEV può giocare un ruolo rilevante nei paesi 
industrializzati (Meng et al., 1998; Zanetti et al., 1999; Van Der Poel et al., 
2001; Clemente Casares et al., 2003; Buti et al., 2004). A questo proposito, 
numerosi studi hanno riportato che nelle persone che lavorano a contatto con 
suini come allevatori, i veterinari e gli operatori nella catena di macellazione, il 
tasso di siero?prevalenza  di HEV può essere superiore a quello riportato nel 
normale controllo delle popolazioni (Hsieh et al., 1999; Drobeniuc et al., 
2001; Meng et al, 2002; Withers et al, 2002). Ad oggi, sono stati condotti studi 
per valutare la presenza di HEV in cinghiali o maiali selvatici in Australia 
(Chandler et al., 1999) e Giappone (Matsuda et al., 2003; Yazaki et al., 2003; 
Sonoda et al., 2004; Takahashi et al., 2004; Tamada et al., 2004; Li et al., 2005; 
Masuda et al., 2005; Nishizawa et al., 2005). Tuttavia, lo studio in Australia è 
stato eseguito su maiali selvatici, mentre l'inchiesta giapponese interessata due 
cinghiali sottospecie Sus scrofa leucomyxtas e Sus scrofa riukiuanus 
(Watanobe et al., 1999)che  sono presenti in quel paese ma sono 
filogeneticamente differenti da cinghiali sottospecie europea. A nostra 
conoscenza, minime informazioni sulla circolazione e la prevalenza di HEV in 
cinghiali europei è attualmente disponibile (de Deus et al., 2007b), nonostante 
numerose relazioni hanno già confermato una vasta circolazione di HEV tra i 
maiali domestici in molti paesi europei (Pina et al., 2000; Van Der Poel et al., 
2001; Clemente Casares et al., 2003; Banks et al., 2004a; Fernandez?Barredo et 
al., 2006; de Deus et al., 2007a; Caprioli et al, 2007) La popolazione del 
cinghiale selvatico (Sus scrofa) è ampiamente distribuita in diverse parti del 
mondo. Il ruolo svolto dal cinghiale come serbatoio di molte malattie infettive 
ed infestive lo porta ad essere considerato una possibile fonte d'infezione per 
il suino domestico, per altri animali domestici e non in ultimo per l'uomo; è 
per questo motivo che da molti anni diverse indagini epidemiologiche sono 
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state condotte nella popolazione del cinghiale in Europa e nel resto del 
mondo. 
Tuttavia le ricerche sull'ecopatologia del Cinghiale (Sus scrofa) in Europa 
hanno raramente interessato popolazioni presenti nel centro Italia. 
Obbiettivo di questo studio è stato quello di condurre un'indagine finalizzata a 
valutare la prevalenza virale ed anticorpale  dell’ HEV in una popolazione di 
cinghiali nell’Italia centrale ed inoltre a valutare  la correlazione genetica tra 
virus rilevati nei suini italiani con altri ceppi circolanti in Europa. Anticorpi 
anti?HEV nel siero sono stati rilevati attraverso un kit ELISA . Inoltre, l’RNA 
virale è stato determinato nel fegato ed inoltre una caratterizzazione genetica 
dei ceppi identificati di HEV  è stata eseguita contro sequenze esistenti di 
origine umana, suina e cinghiale.  
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CENNI DI BIOLOGIA DELLA SPECIE 
 
Posizione Tassonomica 
Classe: Mammalia 
Superordine: Ungulata 
Ordine: Artiodactyla 
Sottordine: Suiformes    
Famiglia: Suidae 
Sottofamiglia: Suinae 
Genere: Sus 
Specie: Sus scrofa (fig. 1) 
 
 
 
Figura 1: Sus Scrofa 
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Il cinghiale appartiene al superordine degli Ungulati nel quale troviamo anche i 
cervidi ed i bovidi. Caratteristica del superordine è quella di avere le ultime 
falangi degli arti ricoperte da unghie a forma di zoccolo. Il cinghiale è l’unico  
animale selvatico italiano appartenente alla famiglia dei suidi, nella quale 
troviamo anche il suo omologo domestico: il suino. Entrambi i suidi 
appartengono al genere Sus ed alla specie Sus scrofa. L’appartenenza alla stessa 
specie è verificata dal tradizionale sistema di discriminazione che definisce due 
specie diverse tra loro quando il frutto del loro accoppiamento è sterile. Tale 
sterilità non si verifica nei prodotti dell’incrocio tra suino domestico e 
cinghiale. Se invece si considera come discriminante il numero dei cromosomi 
le due specie presentano un differenza: trentotto cromosomi il suino 
domestico e trentasei il cinghiale. 
La specie cinghiale presente in Italia è stata suddivisa in tre sottospecie: il 
cinghiale Maremmano (Sus scrofa majori); il cinghiale centroeuropeo (Sus scrofa 
scrofa); il cinghiale sardo (Sus scrofa meridionalis). Alla luce di alcuni studi sul 
polimorfismo enzimatico tale suddivisione risulta alquanto discutibile e 
complicata da alcuni fattori legati all’intervento umano quali l’incrocio delle 
popolazioni selvatiche con i conspecifici domestici, allevati allo stato brado, e 
con forme e sottospecie che si sono evolute in aree geografiche differenti e 
che sono state introdotte dall’uomo per scopi venatori. 
Il solo cinghiale sardo sembrerebbe una sottospecie distinta dalle altre due e 
tanto simile al suino domestico da far supporre che derivi da progenitori 
inselvatichiti. Da alcuni recenti studi sulla morfologia dei cinghiali è stato 
tuttavia possibile identificare popolazioni morfologicamente diverse tra loro 
che potrebbero essere il risultato di un adattamento ad ambienti diversi. Tali 
differenze hanno delineato una realtà nazionale composta da “ecotipi” di 
cinghiale adattati ai diversi ecosistemi. 
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In Italia è stata segnalata un’ulteriore sottospecie, Sus scrofa raiseri, che in 
seguito a migrazioni naturali dalla Slovenia sarebbe presente in Friuli; questa 
sottospecie, però, non è ufficialmente riconosciuta (Apollonio et al., 1988). 
Infine, poiché gli incroci tra maiale e cinghiale non sono sterili, si ritiene che 
cinghiale e maiale non siano geneticamente isolate e che, quindi, appartengano 
alla stessa specie (Marsan et al., 2000). 
 
 
Distribuzione 
Tra gli Ungulati selvatici il cinghiale è la specie con uno degli areali originari 
più vasti; esso, infatti, si estende dall’Europa all’Asia centrale e meridionale ed 
all’Africa settentrionale. 
Attualmente, sebbene in seguito a immissioni accidentali o vere introduzioni, è 
presente anche negli Stati Uniti, in Australia e in Nuova Zelanda. 
Per quanto riguarda la situazione in Italia, la specie è distribuita, senza 
soluzione di continuità, dalla Valle d’Aosta, attraverso le Alpi occidentali e gli 
Appennini, sino alla Calabria; è presente anche in Sardegna ed in Sicilia come 
frutto di immissioni assai recenti e, con modalità più frammentarie e 
discontinue, in alcune zone prealpine, appenniniche e di media montagna di 
Lombardia, Veneto, Trentino, Friuli Venezia Giulia, Toscana, Umbria, Lazio, 
Campania, Abruzzo, in natura, in aree protette “Parchi Naturali” e in aziende 
faunistiche a scopo venatorio. 
E’ stimabile la presenza complessiva di non meno di 300?500.000 cinghiali 
sull’intero territorio nazionale (Pedrotti et al., 2001). 
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Morfologia e abitudini 
La struttura morfologica del cinghiale è frutto dell’evoluzione in ambiente 
forestale ricco di sottobosco: treno anteriore massiccio, corporatura 
schiacciata lateralmente, zampe corte, con le anteriori più lunghe delle 
posteriori, assolutamente funzionali alla corsa. La testa può arrivare a più di un 
terzo della lunghezza totale dell’animale ed è caratterizzata da un grosso cranio 
con orbite sospinte indietro ed una cresta occipitale pronunciata in seguito ad 
un maggior sviluppo della parte facciale rispetto a quella frontale. L’abitudine 
di grufolare, cioè cercare il cibo nel suolo usando il grugno per rivoltare il 
terreno, è reso possibile da grossi fasci di muscoli nucali inseriti nella cresta 
occipitale, dall’attività della “ghiandola rostrale”, che è collegata al tegumento 
del grugno con la funzione di lubrificarlo e umidificarlo per attenuare gli 
effetti dovuti allo sfregamento con il terreno, e da molteplici terminazioni 
sensoriali che rendono particolarmente sensibile l’olfatto dell’animale. Molto 
importante è anche l’osso del grugno, un disco osseo collegato con la 
porzione facciale per mezzo di cartilagini, che rappresenta un adattamento allo 
scavo. 
La pelle del cinghiale è molto spessa, soprattutto nella regione delle spalle, del 
collo e della parte alta dei fianchi e poco vascolarizzata per proteggere 
l’animale da ferite, infezioni e morsi. 
La pelliccia è composta da setole (pelo di giarra), internamente cave ed inserite 
nella pelle in senso obliquo, con orientamento diretto indietro e in basso, per 
minimizzare la resistenza durante la corsa e facilitare lo scorrimento della 
pioggia, da pelo di borra e da una fitta lanuggine (borra, sottopelo) trasparente 
che si forma intorno alle setole all’approssimarsi dell’inverno. 
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Il cinghiale ha due mute all’anno, una estiva ed una invernale, e la colorazione 
del mantello, che ha comunque una certa variabilità individuale, permette di 
individuare tre classi d’età (Massei e Toso, 1993): 
STRIATI: mantello, tipico dei nuovi nati fino a circa 4 mesi di vita, 
caratterizzato da striature longitudinali brune e chiare; 
ROSSI: mantello rossiccio caratteristico degli animali fino a 12 mesi che viene 
mantenuto fino alla primavera successiva a quella della nascita; 
NERI: mantello che, per aumento della melanina, presenta colorazione 
variabile a seconda della stagione e dell’età (indica comunque animali più 
vecchi di un anno) e passa dal marrone/nero al grigio bruno/nero. 
Il dimorfismo sessuale negli adulti è abbastanza evidente: le femmine hanno 
canini meno sviluppati e poco visibili, una testa più lunga e affilata, con 
minore stop frontale ed una differenza tra treno anteriore e posteriore meno 
accentuata; inoltre, in primavera?estate, quelle che hanno partorito mostrano 
mammelle ingrossate e molto evidenti. Per quanto riguarda i maschi essi 
hanno dimensioni corporee maggiori (150?200 kg contro gli 80?150 Kg delle 
femmine) e portano in posizione ventrale, sul pene, un ciuffo di peli, chiamato 
“pennello”. 
Si tratta di animali notturni, attivi soprattutto all’alba e al crepuscolo, che, 
seppur non prettamente stanziali, rimangono comunque fedeli ad un territorio 
ben preciso. 
A causa della presenza di ectoparassiti (pulci, zecche) e delle esigenze di 
termoregolazione i cinghiali frequentano regolarmente gli “insogli”, ovvero 
quei siti in cui possono soddisfare la loro necessità di bagnarsi di acqua e di 
fango; una volta essiccato il fango ingloba gli ectoparassiti che vengono 
successivamente allontanati dalla cute per strofinamento su alberi o pietre, i 
cosiddetti “grattatoi”. 
 11 
 
Formula dentaria 
Si tratta di un animale difiodonte poiché, come nell’uomo e negli onnivori in 
genere, la dentatura evolve in due processi: dentizione primaria o da latte e 
dentizione secondaria o definitiva che comincia a svilupparsi tra i 9 e i 12 mesi 
per completarsi intorno al terzo anno, quando compare il terzo molare 
definitivo. 
Poiché la dentizione segue tempi molto precisi si può definire con sufficiente 
precisione l’età di ogni animale almeno fino ai tre anni (Boitani e Mattei, 1991) 
(fig. 2). 
Al momento della nascita la dentatura del cinghiale è formata da 4 incisivi e 4 
canini da latte ai quali si aggiungeranno 8 incisivi e 12 premolari da latte che 
verranno poi sostituiti dai denti definitivi. 
Ogni emi arcata di un animale adulto è così composta: 
• 3 incisivi; quelli inferiori, rivolti in avanti, permettono di rovesciare le zolle 
durante la ricerca di alimenti ipogei e, in sincronia con quelli superiori, 
formano uno strumento per “snocciolare?sgusciare?sbucciare”; 
• 1 canino a crescita continua e regolare; quelli inferiori si chiamano “zanne” 
mentre quelli superiori “coti” ed assieme costituisco gli organi di difesa?offesa; 
• 4 premolari e 3 molari che vengono utilizzati per tranciare e sminuzzare il 
cibo. 
La formula dentaria del cinghiale risulta pertanto 3I/3I, 1C/1C, 4P/4P, 
3M/3M per un totale di 44 denti (fig 3). 
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Figura 2. Schema mandibole: A: tra sei mesi ed un anno; B: un anno; C: un anno e mezzo 
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Figura 3. Schema dentizione 
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Comportamento 
La struttura sociale di base di una popolazione di cinghiale è il gruppo 
matriarcale, formato da più nuclei familiari, ovvero dalle femmine ed i loro 
piccoli. L’associazione di più scrofe è molto comune perché rappresenta un 
comportamento anti?predatorio; i piccoli, infatti, vengono difesi da più 
femmine adulte, riducendo così la possibilità per i predatori di attaccare con 
successo (fig. 4 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Combattimento fra cinghiali 
 15 
 
Talvolta, nel gruppo possono essere presenti anche i nati dell’anno precedente 
(Dardaillon, 1984) i quali si allontanano dalle femmine intorno ai due anni 
d’età per condurre una vita solitaria o per formare associazioni temporanee. 
Generalmente i maschi adulti conducono una vita solitaria, ma può capitare di 
osservarli accompagnati da un maschio più giovane. Avendo abitudini 
crepuscolari e notturne, la vista è poco sviluppata mentre i sensi dell’udito e 
dell’olfatto sono molto efficienti; quest’ultimo in particolare gioca un ruolo 
molto importante nella vita sociale del cinghiale, poiché, grazie ai segnali 
odorosi emessi, questi animali possono avvertire gli altri individui della propria 
presenza, ritrovare la via per ritornare nel proprio territorio, quando si 
allontanano per ricercare il cibo e riconoscere l’età, il sesso e pure lo stato 
fisiologico, anche a distanza di tempo, di altri cinghiali che sono transitati sul 
luogo. 
 
 
Biologia riproduttiva 
Il comportamento sociale del gruppo varia all’avvicinarsi del periodo degli 
amori che è indicativamente compreso tra ottobre e gennaio raggiungendo 
l’apice a dicembre. 
In questo momento particolare, il gruppo, al quale fanno ritorno i maschi 
solitari, si scinde in due gruppi dei quali uno è formato dalle femmine con 
prole più cresciuta e l’altro dai giovani maschi di 1 o 2 anni. All’interno del 
gruppo le femmine raggiungono l’estro contemporaneamente grazie all’azione 
di determinati feromoni emessi dall’individuo dominante: in questo modo 
viene garantita la simultaneità dei parti e, conseguentemente, una maggiore 
coesione del branco. 
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Nel periodo dell’accoppiamento i maschi hanno una saliva che, contenendo 
sostanze chimiche costituite da ormoni sessuali, conferisce al loro alito un 
odore molto forte che ha la funzione di richiamare le femmine. I maschi, 
prima del periodo degli amori, accumulano sui fianchi uno strato di grasso, 
con funzioni di riserva energetica, per superare questo periodo nonostante la 
ridotta alimentazione, e di protezione dai colpi inferti con le zanne da altri 
maschi, durante le lotte per il possesso delle femmine. A differenza del suo 
conspecifico domestico, l’attività riproduttiva del cinghiale segue una certa 
stagionalità ed è positivamente correlata ai fattori climatici ed alla disponibilità 
trofica. In particolare, in annate in cui gli alimenti alla base della sua dieta sono 
abbondantemente presenti si possono avere due picchi: uno in 
gennaio/febbraio, l’altro in agosto/settembre. Dopo circa 16 settimane di 
gestazione, pochi giorni prima delle nascite, che solitamente sono distribuite 
su quasi tutti i mesi dell’anno con un picco nei mesi primaverili e soprattutto 
in maggio, le femmine gravide si allontanano dal gruppo che rimane così 
costituito dalle femmine non feconde e da quelle che non hanno raggiunto la 
maturità sessuale. Questa nei maschi viene raggiunta a circa 10 mesi, mentre 
nelle femmine tra l’ottavo e il diciottesimo mese (Mauget et al., 1979). Prima 
del parto ogni femmina scava un avvallamento che imbottisce di frasche e 
altro materiale vegetale per creare una tana che dovrà ospitare i cuccioli in 
numero variabile da 2 a 10, in relazione allo sviluppo ponderale della femmina. 
Nei giorni immediatamente successivi alle nascite le scrofe rimangono con i 
piccoli nella tana 2/3 settimane, riducendo al minimo i loro spostamenti, e 
successivamente, dopo circa un mese, si riuniscono al gruppo di femmine dal 
quale si erano precedentemente separate. Di tutto il periodo riproduttivo il 
momento più delicato è quello del parto a causa di un elevato tasso di 
mortalità infantile (15% nel primo trimestre, 50?75% nel primo anno) dovuto 
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a predazione e fattori climatici (Jezierski, 1977); nonostante ciò l’incremento 
riproduttivo è, al massimo, del 100?150% sul totale che si traduce in 2/3 
piccoli per ogni femmina di qualsiasi età; in realtà di solito l’incremento è più 
basso e molto variabile da popolazione a popolazione e di anno in anno. 
 
 
Dieta e regime alimentare 
Il cinghiale ha uno spettro alimentare molto ampio ed è quindi classificato 
come onnivoro. 
Il cinghiale è l’unico Ungulato selvatico italiano non ruminante; infatti, 
possiede un vero e proprio stomaco ghiandolare, senza le altre tre cavità 
funzionalmente deputate al deposito e/o alla predigestione di materiale 
vegetale ingerito dall’animale. Questo si traduce in una maggiore difficoltà a 
digerire la cellulosa rispetto agli ungulati ruminanti. 
La sua dieta varia in relazione alle risorse trofiche offerte dai vari ambienti ed è 
in genere rappresentata per il 90% da alimenti di origine vegetale e per una 
minima parte (circa il 10%) da cibo animale (Genov, 1981). 
Nella dieta autunno?invernale prevalgono castagne, ghiande, faggiole, radici, 
tuberi ed altri vegetali mentre, in primavera?estate, sono le foglie, i fusti e le 
gemme a costituire la componente principale. Durante l’anno la parte di 
origine animale che entra nella dieta è un elemento essenziale ed è 
rappresentata da Invertebrati, quali Anellidi, Molluschi, Crostacei, Insetti, e da 
Vertebrati, come Pesci, Anfibi, Rettili, Uccelli, Micromammiferi. 
In primavera ed estate, quando la disponibilità alimentare del bosco si riduce 
fino ad esaurirsi, il cinghiale si alimenta anche a spese delle coltivazioni dove 
può trovare alimenti di elevato valore nutritivo in grande quantità e molto 
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concentrati nello spazio; in questo modo la specie ottimizza il bilancio tra 
energia spesa nella ricerca del cibo e energia assunta con l’attività di 
alimentazione. 
Le coltivazioni più danneggiate sono frumento, mais, patate ed uva, ma anche 
i medicai e i prati stabili vengono visitati frequentemente. 
Le richieste energetiche giornaliere, inoltre, non sembrano variare in relazione 
al sesso bensì in relazione all’età, allo stato fisiologico e al periodo dell’anno. 
Secondo uno studio effettuate in Polonia analizzando 192 stomaci di cinghiale 
(Genov, 1981), tra i vegetali gli alimenti più importanti sono risultati le 
ghiande, le patate, i cereali coltivati e l’erba, mentre tra gli alimenti di origine 
animale i principali sono stati le carogne e gli insetti dannosi alle coltivazioni. 
Nello stesso studio sono anche state evidenziate variazioni stagionali della 
dieta del cinghiale, in particolare le piante coltivate vengono utilizzate al 
momento della semina e prima del raccolto, i frutti selvatici soprattutto in 
autunno al momento della massima disponibilità negli ambienti naturali e gli 
alimenti di origine animale principalmente in primavera. 
 
 
Habitat 
Il cinghiale è in grado di adattarsi a diversi ambienti, anche estremamente 
diversi tra loro, accumunati però da disponibilità di cibo, da una buona 
copertura vegetale tale da fornire un rifugio sicuro e dalla presenza di acqua, 
elemento essenziale per la specie soprattutto per i bagni di fango. 
Le dimensioni dell’home range variano a seconda della stagione e delle 
caratteristiche ambientali biologiche della specie (disponibilità alimentare, 
attività venatoria, sesso ed età degli individui); inoltre tale territorio non viene 
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utilizzato omogeneamente dal cinghiale ma vengono selezionate solo le aree 
più adatte alle proprie esigenze di vita (Boitani et al., 2003). Questo ungulato 
predilige le aree caratterizzate da una buona copertura arborea con un ricco 
sottobosco, come boschi decidui dominati dal genere Quercus, alternate a 
cespuglieti. Il problema legato a questa tipologia ambientale è che 
difficilmente riesce a sostenere grandi popolazioni per l’intero ciclo stagionale 
anche, o soprattutto, in seguito alla sua drastica riduzione ad opera dell’uomo. 
Come risposta, quindi, in particolare durante il periodo estivo che coincide 
con la diminuzione delle risorse naturali parallelamente all’aumento della 
disponibilità dei prodotti coltivati, i cinghiali per il foraggiamento utilizzano le 
zone agricole adiacenti ai boschi nei quali invece trascorrono la maggior parte 
delle ore di inattività. 
Questi animali inoltre rispondono alle modificazioni ambientali legate al 
naturale andamento stagionale affrontando movimenti stagionali: in estate 
occupano i territori ad altitudini maggiori mentre in inverno, se si verificano 
abbondanti nevicate e lunghi periodi di gelo, scendono a quote minori. La 
distribuzione geografica di questa specie sembra quindi limitata da situazioni 
colturali estreme con totale assenza di zone boscate, anche di estensione 
limitata, indispensabili come zone di rifugio o dalla presenza di inverni molto 
rigidi con un elevato numero di giorni con forte innevamento durante i quali il 
terreno gela impedendo loro di procurarsi il cibo necessario e mettendo 
quindi a rischio la vita soprattutto dei più giovani e dei più vecchi. 
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EPATITE E 
 
Caratteristiche molecolari 
 
HEV è l'unico membro del genere Hepevirus della famiglia dei Hepeviridae 
(Emerson et al., 2004). È’ una piccola e rotonda  particella di 27–34 nm priva 
di envelope con  un genoma circa 7.2 kb di lunghezza che consiste in un 
monofilamento di  RNA a polarità positiva ( fig.5 ). Il genoma contiene dei 
frammenti non tradotti e tre frammenti open reading detti  ORF (Tam et al., 
1991) Attualmente ci sono circa 1.600 sequenze HEV disponibile presso la 
International Nucleotide Sequence Database Collaboration  (INSDC, 
precedentemente noto come EMBL/DDBJ/GenBank), e il numero di 
sequenze HEV è in rapida crescita (Shin?I et al., 2007). L’Orf1 è una 
poliproteina non strutturale contenente domini con metiltransferasi, RNA 
elicasi ed RNA replicasi, importanti per la replicazione virale. La proteina 
Orf2 è costituita da tre domini lineari e forme omodimere che giscono come 
capsomeri e formano il capside virale. La proteina Orf3 è invece necessaria 
per la replicazione dell’Hev nell’ospite, ma non in vitro; ha effetti pleiotropici 
sul pathway della cellula ospite e gioca un ruolo nella fuoriuscita del virus dalle 
cellule infettate. 
 
 
Genotipi e sottotipi 
Sequenze  di HEV sono state classificate in quattro genotipi, vale a dire, 
genotipi 1, 2, 3 e 4 (Schlauder e Mushahwar, 2001).  Il genotipo 1 di HEV è 
costituito da ceppi epidemici presenti  nei paesi in via di sviluppo dell’ Asia e 
dell’ Africa; il genotipo 2 è stato trovato in Messico e in Africa; il genotipo 3 è 
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Figura 5. Il virus dell’ epatite E e il suo genoma. (Aggarwal R., 2011) 
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ampiamente diffuso in tutto il mondo ed è stato isolato da casi sporadici di 
infezione acuta da HEV in maiali  nel Regno Unito, diversi paesi europei e in 
Giappone. Il genotipo 4 si trova principalmente in Asia ceppi di paesi e 
comprende ceppi  suini e umani (Meng et al., 1998; Schlauder e Mushahwar, 
2001; Lu et al., 2006; Lorenzo et al., 2007; Okamoto, 2007). Un nuovo ceppo 
di HEV che è stato isolato dal pollo con una sindrome di epatite e 
splenomegalia è stato proposto come  nuovo genotipo 5  (Haqshenas et al., 
2001; Huang et al., 2004). Il genotipo 1 è classificato in cinque sottotipi, 1a, 
1b, 1C, d 1 e 1e. Il genotipo 2 è classificato in due sottotipi, 2a e 2b. I  
Genotipo 3 e 4 sono molto diversi e sono divisi in dieci, 3a, 3b, 3C, 3d, 3e, 3f, 
3G, 3h, 3i e 3j e sette sottotipi 4a, 4b, 4C, 4D, 4e, 4f  e 4G, rispettivamente (Lu 
et al., 2006) ( fig.6 ). Questi genotipi e sottotipi sono utili a comprendere i 
fenomeni epidemiologici come la diffusione geografica del virus (Norder et 
al., 2004). 
 
 
Caratteristiche cliniche 
I sintomi  tipici dell’epatite  includono l'ittero, urine scure, anoressia, 
ingrossamento del fegato , elevati livelli di ALT, dolori addominali  
accompagnata da nausea, vomito e febbre (Smith, 2001). La malattia può 
variare nella gravità da subclinica a fulminante durante la gravidanza dove il 
tasso di mortalità si avvicina a 15?20%. Comuni complicazioni durante la 
gravidanza possono includere la morte della madre e del feto, aborto, parto 
prematuro o la morte di un bambino nato vivo subito dopo la nascita (Smith, 
2001). Studi dell'istologia epatica in 11 pazienti con epatite E acuta  (Peron et 
al., 2007) hanno mostrato lesioni epatiche acuta in tutti i casi con  attività 
necro?infiammatoria marcata in nove pazienti.  In uno studio comparativo dei  
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Figura 6. Distribuzione dei genotipi di HEV in isolati virali ottenuti da esseri umani e 
animali (prevalentemente suini). La figura è basata sui dati di Okamoto, 2007. 
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segni clinici di un'infezione acuta causata dal genotipo HEV 3 e 4 in 
Giappone (Ohnishi et al., 2006), è stato osservato che i pazienti infettati con il 
genotipo 4 avevano livelli ALT significativamente.  Pazienti con infezione con 
genotipo 4 tendevano ad avere i sintomi clinici più gravi rispetto a quelli con 
infezione da genotipo 3. 
 
 
Decorso clinico 
La nostra conoscenza sull’inizio del decorso clinico e sierologico di 
un'infezione di HEV è basato su studi di infezione sperimentale di scimmie 
cynomolgus (Tsarev et al., 1992). In questo esperimento il periodo di 
incubazione  è risultato essere di breve durata con una media di 24 giorni . 
L’Rna virale, primo indicatore di infezione iniziale, è stato ritrovato  in feci e 
bile a partire dai giorni 6 e 7, rispettivamente. Tutti i campioni della bile 
raccolti  tra il 7° ed il  41°  giorno  sono risultati positivi per HEV. Risultati 
simili sono stati osservati anche per i campioni fecali. Per quanto riguarda il 
siero, invece, il virus viene rilevato a partire dal 9° giorno e raggiunge l’apice 
tra il 14° ed il 23°  giorno per poi sparire definitivamente verso il 28° giorno. 
Siero anti?HEV IgG è apparso il giorno 27 al culmine della elevazione ALT. 
Per quanto riguarda invece la risposta immunitaria questa è segnata da un 
aumento iniziale delle IgM anti?HEV e IgA anti?HEV a partire dal 6° giorno e 
rilevabili per più di 6 mesi, dopo segue la risposta delle IgG a partire dal 9° 
giorno che persistono per periodi molto più lunghi ( oltre 8 anni ). In 
esperimenti condotti su primati non umani infettati sperimentalmente, il virus 
si osserva nel siero, bile e feci prima dell’aumento delle aminotransferasi; il 
primo riscontro di antigeni anti?HEV negli epatociti è intorno al 7° giorno 
dopo infezione seguito da una rapida diffusione a circa il 70?90% degli 
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epatociti. Sembra che il virus dell’HEV, come gli altri virus dell’epatite, non è 
direttamente citopatico, e i danni a livello epatico sono il risultato della 
risposta immunitaria. 
 
 
Diagnosi 
Test sierologici e di biologia molecolare sono stati sviluppati per scopi 
epidemiologici e diagnostici. Test sierologici sono stati progettati per il 
rilevamento di anticorpi HEV (IgA, IgM e IgG) e i test di biologia molecolare  
furono usati per rilevare la presenza del virus  nel siero, bile e/o feci. Queste 
analisi hanno reso più semplice il differenziare le infezioni recenti e/o in corso 
da quelle remote e ha permesso al clinico di compiere  meno errori diagnostici 
basati sulla caratterizzazione sierologica incompleta. 
 
Test IgG, IgA, IgM anti?HEV 
I  primi test sierologici hanno utilizzato  una varietà di fonti di antigene di 
HEV da diversi ceppi di HEV. Tra questi peptidi sintetici (Dawson et al, 1992; 
Coursaget et al., 1994; Favorov et al., 1994), proteine espresse da entrambe le 
regioni, strutturali e non strutturali, codificate dall’ ORF 2 e 3 dell’ HEV 
[Dawson et al, 1992; Orafo et al, 1992; Anderson et al., 1999].Per quanto 
riguarda i test IgG attualmente sono presenti  due saggi in tutto il mondo. 
Questi sono la Abbott immunoglobulina G Assay (Abbott Laboratories, 
Wiesbaden, Germania) e il dosaggio IgG Genelabs (Genelabs diagnostica 
diagnostica, Singapore, Singapore). Entrambe le analisi sono state su un 
focolaio di epatite ed hanno un'adeguata sensibilità e specificità (Myint et al., 
2006). Diversi test  per le IgM anti?HEV  home made sono stati descritti 
(Dawson et al, 1992; Clayson et al., 1995; Favorov et al., 1996; Seriwatana et 
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al., 2002; Tokita et al., 2003; Yu et al., 2003; Takahashi et al., 2005)e un 
dosaggio commerciale (Genelabs diagnostica). Un test ideale di IgM anti?HEV 
dovrebbe essere sensibile, privo di risultati falsi?positivi, e soprattutto che sia 
effettivamente in grado di discriminare un’infezione recente da un'infezione 
remota. Il Test di Onesuch (Seriwatana et al, 2002) è stato descritto in 
precedenza con queste caratteristiche . Questo test rileva in modo specifico le  
IgM anti?HEV in più del 95% dei casi di epatite acuta. Mentre per le IgA studi 
che hanno utilizzato questo test (Tokita et al., 2003; Takahashi et al., 2005) 
hanno concluso che la rilevazione di IgA anti?HEV da sola o in combinazione 
con IgM anti?HEV è utile per la diagnosi sierologica della epatite acuta e con 
maggiore specificità. 
 
 
Test per  antigene HEV  
E’ stato sviluppato un test di Elisa indiretta  (Zhang et al., 2006) per la 
rilevazione dell'antigene HEV nel siero usando una combinazioni di anticorpi 
monoclonali per HEV. L’antigene per l’ELISA è stato disegnato per rilevare le 
proteine del capside dei genotipi 1 e 4. L’antigene dell’HEV è stato rilevato 
prima dell’innalzamento dei livelli di ALT in un infezione sperimentale di 
scimmie. L'antigene è stato rilevato nel siero quasi contemporaneamente al 
rilievo dell’RNA virale nelle feci, ma persisteva per 4 settimane meno rispetto 
all’RNA virale. Questa analisi secondo agli autori è preziosa per la diagnosi di 
HEV durante il periodo finestra prima della sieroconversione.  
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Test di Biologia Molecolare 
Il marcatore più affidabile per la diagnosi di infezione da HEV in corso è la 
presenza dell’RNA virale nel siero, bile e/o campioni di feci. Infatti in alcuni 
pazienti con infezione da HEV subclinica, la presenza dell’RNA virale può 
essere l'unica prova di un'infezione (Caudill et al, 1994; Clayson et al., 1995; 
Nicand et al., 2001; Mitsui et al., 2005). L’ RNA virale viene rilevato da molti 
saggi di RT?PCR.L’ RT?PCR è il metodo di amplificazione di elezione  
generalmente utilizzato per la ricerca del virus (Birkenmeyer e Mushahwar, 
1991). Molti dei test home made per la ricerca dell’RNA virale sono le analisi 
qualitative (presenza o assenza di RNA virale in un campione biologico) o le 
analisi quantitative (quantità di virus in 1 ml di un campione biologico). Le 
analisi qualitative sono utilizzate per la rilevazione di HEV RNA e come tali 
sono utilizzate anche per confermare o diagnosticare un'infezione HEV in 
corso. Uno di questi test qualitativi utilizza primers universali (Erker et al., 
1999b) che sono disegnate su sequenze conservate tra i ceppi dell’HEV 
Birmano, Messicano e Stati Uniti per generare amplificati all'interno di 
ciascuno dei tre ORFs. 
 
 
Modalità di trasmissione 
HEV è un patogeno principalmente trasmesso per via enterica che provoca 
sporadici casi di epatite acuta nei paesi industrializzati e focolai nei paesi in via 
di sviluppo. Ci sono quattro modalità di trasmissione documentate della 
trasmissione di HEV. Queste sono l’assunzione dell'acqua contaminata, 
consumo  di carne di animali selvatici infetti come i cinghiali e cervi e animali 
domestici come maiali cruda o poco cotta (trasmissione di origine alimentare), 
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parenterale (trasmissione ematica) e trasmissione verticale da madre a figlio 
(trasmissione parenterale). 
 
 
Trasmissione attraverso l’acqua 
Durante le epidemie l’HEV è trasmessa per via oro?fecale e viene diffusa 
rapidamente attraverso l’acqua contaminata. Grandi epidemie si sono verificati 
in molti paesi tropicali e subtropicali in cui migliaia di individui svilupparono 
epatite acuta dopo l'ingestione di acqua contaminata. Molte indagini hanno 
dimostrato che l’HEV si diffonde  in tutto il mondo e che i focolai di malattia 
si verificano in tutte le situazioni dove  l’ acqua è contaminata da feci. 
Un'epidemia ben documentata è stata studiata in Somalia (Mushahwar et al., 
1993; Bile et al., 1994). 
Oltre alla Somalia, molte epidemie e focolai di HEV sono avvenute. (2007)?
Panda et al ha pubblicato un elenco completo che descrive il succedersi 
cronologico delle 10 grandi epidemie di HEV, attraverso contaminazione delle 
acque, che hanno avuto luogo tra il 1985 e il 2004 che coinvolgono un totale 
di 327.280 casi umani segnalati nel sub?continente indiano e sud?est e Asia 
centrale. 
 
 
Zoonosi di origine alimentare 
Dopo il successo sperimentale di trasmissione HEV  umana ai maiali 
domestici (Balayan et al., 1990), è stato suggerito che l’HEV può essere 
considerata una zoonosi. Ulteriori prove a sostegno è stata fornita da Meng et 
al (1997) che ha isolato un virus suina (suina HEV) che era strettamente 
collegato a HEV umana. Di grande interesse, sono due relazioni 
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sull'individuazione e caratterizzazione di HEV in fegati di maiale venduti nei 
negozi di alimentari in Giappone e negli Stati Uniti. Yazaki et al (2003) testò, 
per  verificare la presenza di RNA HEV tramite RT?PCR, confezioni di fegato 
di maiale crudo venduto nei negozi di alimentari nell'isola di Hokkaido in 
Giappone. In  7 (1,9%) su 363 confezioni era  presente HEV RNA che 
apparteneva a entrambi i genotipi 3 o 4.. Interessante fu che 10 pazienti che 
avevano contratto un epatite acuta e fulminante tra il 2001 e il 2002 in 
Hokkaido, 9 (90%) ha raccontato di aver consumato  8 settimane prima  
fegato di maiale alla griglia o poco cotta prima dell'insorgere della malattia. 
Oltre ai maiali, anche per altri animali è stato dimostrato di essere suscettibili 
all'infezione con HEV e come tale servire come un serbatoio di HEV in 
natura. Questi animali sono: cinghiali, cervi, mucche, pecore, capre, cammelli, 
cavalli, cani, gatti, topi e mangusta (Kabrane?Lazizi et al., 1999; Favorov et al., 
2000; Arankalle et al., 2001; Matsuda et al., 2003; Takahashi et al., 2004; TEI 
et al., 2004; Nakamura et al., 2006; Saad et al., 2007). Consumo di carne cruda 
o poco cotta da cervi e cinghiali è stata identificata come una fonte di 
infezione di HEV negli esseri umani (Matsuda et al., 2003; Sonoda et al., 2004; 
Takahashi et al., 2004; Tamada et al., 2004; TEI et al., 2004; Li et al., 2005). La 
trasmissione di HEV attraverso il cervo è stata dimostrata in una serie di casi 
tra i pazienti che avevano mangiato carne poco cotta di cervo (Tei et al., 2004), 
6?7 settimane prima. Le sequenze nucleotidiche di RNA HEV isolate da questi 
pazienti erano identiche alle sequenze nucleotidiche di HEV RNA isolate dalla 
carne di cervo che è stata mantenuta congelata per il consumo umano. 
Inoltre, Takahashi et al (2004) aveva esaminato dei cinghiali  che vivevano in 
una foresta giapponese per HEV RNA. Tre dei sette animali erano HEV 
RNA positivo. Da uno di questi cinghiali aveva isolato un intero genoma di 
HEV che era risultato  per il 99,7% identico ad uno isolato precedente (Tei et 
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al., 2004) in un cervo selvatico catturato nella stessa foresta ed a quello di 
quattro pazienti che avevano contratto l’HEV dopo aver mangiato carne 
cruda di cervo rinvenuti nella stessa area. Questi risultati evidenziano una 
trasmissione intra?specie di HEV tra i cinghiali e cervi e che entrambi gli 
animali possono servire come un serbatoio per l'infezione umana. Risultati 
simili sono stati mostrati anche da Li et al. (2005) che hanno segnalato un caso 
di epatite di due pazienti che avevano dichiarato di aver mangiato carne di 
cinghiale. Ancora una volta, questi risultati forniscono la prova diretta per la 
trasmissione zoonotica di origine alimentare dell'HEV da un cinghiale agli 
esseri umani. 
 
 
Trasmissione ematica  
Trasmissione indirette che sono un potenziale rischio di infezione sono le 
trasfusioni ematiche segnalate da molti studi in tutto il mondo. Questi studi 
evidenziano: un'alta prevalenza di anti?IgG HEV fra i donatori volontari di 
sangue nei paesi industrializzati, che indica una passata infezione subclinica 
(Dawson et al, 1992); rilevamento di RNA virale in un numero 
significativamente più grande nei pazienti multi?trasfusi rispetto ai controlli 
(Khuroo et al., 2004); identificazione dei soggetti viremici fra i donatori di 
sangue senza sintomi ma con elevati livelli di ALT (Fukuda et al., 2004); la 
dimostrazione di infezione subclinica in corso di HEV nello 0.1–3% dei 
donatori di sangue (Gotanda et al., 2007) e l'indicazione di un'infezione di 
HEV significativamente più alta tra i pazienti con emodialisi cronica (Lee et 
al., 2005). 
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Trasmissione Parenterale 
 Sebbene la trasmissione da madre a figlio tramite la via parenterale è 
considerata di importanza minore come via di trasmissione di HEV in paesi in 
via di sviluppo, sono stati segnalati numerosi casi documentati verificatisi in 
India (Khuroo et al., 1995; Irshad, 1997; Kumar et al., 2001, 2004; Singh et al., 
2003). In uno studio in India (Kumar et al., 2001), 469 donne incinte sono 
state testate per la ricerca dell’RNA virale. Di queste, 28(30%) erano HEV 
RNA positivo. Dodici di queste 28 donne sintomatiche avevano sviluppato la 
malattia epatica acuta e due morirono. Le restanti 16 donne presentavano una 
lieve malattia sintomatica ma con recupero completo. I 26 bambini nati da 
madri positive HEV RNA, 26 (100%) svilupparono una forma acuta, ed in 
corso di infezione clinica erano HEV RNA positivi. 
 
 
Controllo e Prevenzione 
Ci sono almeno tre principali approcci al controllo dell'infezione da HEV. Si 
tratta di misure sanitarie, immunoprofilassi e misure di vaccinazione.  
 
 
Misure Sanitarie 
Dal momento che la principale modalità di trasmissione di HEV è per via oro?
fecale, bisogna garantire l'integrità dell'approvvigionamento idrico, migliorare 
l'igiene personale, preparazione degli alimenti in maniera corretta ed evitare il 
consumo di carne e verdura cruda. 
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 Immunoprofilassi 
I primi studi di protezione individuale da un'infezione di HEV attraverso 
immunoprofilassi passiva non ebbero successo (Khuroo e Dar, 1992). Una 
singola dose di immunoglobuline di siero umano dal basso titolo non è 
riuscita a prevenire la trasmissione di HEV. In un altro studio (Schofield et al., 
2000), gli anticorpi monoclonali di HEV erano mescolati con omologhe HEV 
in vitro e poi inoculati in Scimmie rhesus per determinare la loro capacità 
neutralizzante. Gli animali che ricevettero l’inoculo incubato con un 
monoclonale anti?HEV risultarono non infetti a differenza di  tutti gli animali  
controllo che svilupparono l’ epatite e siero convertirono (Schofield et al., 
2003). 
Questi risultati suggeriscono che sono efficaci contro l’ HEV preparati di 
immunoglobuline. Gli anticorpi monoclonali simili a HEV sono stati  prodotti 
e caratterizzati (Schofield et al., 2003; He et al., 2007). Al momento, questi 
monoclonali non sono commercialmente disponibili e non sono ancora stati 
testati  sugli esseri umani. Tuttavia, è confortante sapere che è stata avviata la 
possibilità di utilizzare questi monoclonali per combattere le infezioni umane 
di HEV. 
 
 
Vaccino 
E’ stato riconosciuto che la produzione di successo di un vaccino efficace di 
HEV è raggiungibile per l'esistenza di un solo sierotipo HEV. Questo dato ha  
incoraggiato gli studi preliminari di produzione di un vaccino sperimentale in 
diversi gruppi di ricerca che utilizzarono molti approcci scientifici riconosciuti 
per questo scopo. Tra loro c'erano HEV DNA ricombinante (He et al., 1997; 
Kamili et al., 2004; Deshmukh et al., 2007); Particelle di epatite E Virus  DOI 
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10.1002/jmv (Niikura et al, 2002; Li et al., 2004); e proteine ricombinanti 
dell’HEV (Purdy et al., 1993). Gli sforzi pionieristici e persistenti degli 
scienziati del National Institute of  Allergy e malattie infettive, Bethesda, 
Maryland, USA, sotto la direzione del Dr. Robert H. Purcell, culminarono 
nella produzione di successo di un vaccino HEV ( Emerson e Purcell, 2001; 
Zhang et al., 2001, 2002; Purcell et al., 2003). Il vaccino nelle fasi sperimentali 
è stato riscontrato essere molto sicuro e di avere un’ efficacia del 95,5%. Il 
vaccino stesso ha il potenziale di ridurre in modo significativo la trasmissione 
HEV in tutto il mondo fornendo immunità di lunga durata ai destinatari, 
soprattutto nelle aree endemiche, con frequenti focolai HEV. Il vaccino 
proteggerà anche i viaggiatori d'affari, turisti, personale medico e militare, 
missionari e diplomatici che visitano queste aree. Tuttavia,  ulteriori studi sono 
necessari per valutare la durata della protezione lungo termine e, costo 
efficacia, nonché la tollerabilità in donne incinte e bambini (Krawczynski, 
2007).  
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MATERIALI E METODI 
 
Area di studio 
L'area geografica selezionata per questo studio ricade in prossimità del Parco 
Naturale Monti Aurunci (da 41 ° 28'02 "N, 13 ° 32'21" E; a 41 ° 21'41 "N, 13 
° 44'02" E) nei territori dei Comuni di Esperia, Pico, Pontecorvo, Ausonia 
(provincia di Frosinone) e Campodimele, Itri (provincia di Latina). 
L’eterogeneo paesaggio del Parco dei Monti Aurunci è un'area (19,374 ha) 
dell'ecosistema mediterraneo che costituisce l’ambiente ideale per diverse 
specie animali: insetti lepidotteri (Bianconera italiana, Mnemosine); uccelli 
migratori (rigogolo, cuculo, rondini); uccelli rapaci diurni e notturni (falco 
pellegrino, poiana, civetta, il gufo, barbagianni, l’assiolo e l’allocco); uccelli 
notturni e diurni (usignolo, succiacapre, fagiano, ecc.); piccoli rettili (lucertola 
comune, ramarro, serpenti: biacco, cervone, vipera); Anfibi (salamandrine 
dagli occhiali, tritoni, rospi); Mammiferi (faina, gatto selvatico, moscardino, 
ghiro, lepri, alcuni esemplari di lupo, cinghiale (Sus scrofa); martora (Martes 
martes); tasso (Meles meles); volpe (Vulpes vulpes), chirotteri, ecc). 
Questo è solo un piccolo esempio della fauna presente nella zona. 
Nei dintorni del Parco Naturale Monti Aurunci sono presenti numerosi insedi 
menti produttivi costituiti soprattutto da piccole aziende a carattere rurale, la 
cui pratica principale è l'allevamento di tipo estensivo di piccoli gruppi di 
ovini, bovini, equini, i cui pascoli e terreni, spesso, si sovrappongono alle aree 
di alimentazione del cinghiale. Ciò facilita il contatto tra animali domestici e 
selvatici. ( Magnapera C., 2011 ) 
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Metodologia 
Il territorio è stato suddiviso in 6 zone: n.1 Pico, n.2 Pontecorvo, n.3 Esperia, 
n.4 Ausonia, n.5 Itri, n.6 Campodimele; 
Ogni squadra di caccia al cinghiale è stata identificata attraverso una lettera 
maiuscola, da A a I. 
Ad ogni squadra è stata assegnata una zona: zona 1 squadra A, zona 2 squadre 
E?F?G, zona 3 squadre B?C?D, zona 4 squadra D, zona 5 squadra H, zona 6 
squadra I. 
I serbatoi da cui provengono i cinghiali, Parco Naturale Monte Aurunci e zona 
52?Pontecorvo, sono stati rispettivamente identificati con S1 e S2 (fig. 7). 
 
 
Percorso organizzativo e campionamento 
Nel mese di settembre 2010 sono stati organizzati incontri di informazione e 
formazione con i rappresentanti ATC e i capicaccia operanti nella zona, per 
far conoscere l'importanza del progetto e le modalità di campionamento cui 
attenersi per mantenere il più possibile l'asepsi; durante gli incontri sono stati 
distribuiti: 
• schede per la raccolta dei dati segnaletici degli animali (sesso, età, peso, luogo 
di cattura, ecc.) ( fig. 8). 
• materiali per la raccolta dei campioni. 
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Figura 7: Area di studio ? Zona 1 = Comune di Pico,Zona 2 = Comune di Pontecorvo, 
Zona 3 = Comune di Esperia, Zona 4 = Comune di Ausonia, Zona 5 = Comune di 
Itri, Zona 6 = Comune di CampodimeleS1 = Serbatoio 1 – Parco Nazionale Aurunci, 
S2 = Serbatoio 2 – Zona 52 Pontecorvo 
 
 
 
Organi campionati 
Dopo ogni campagna di caccia, dai cinghiali, è stato prelevato, in punti 
specifici di raccolta, in asepsi, un campione di parenchima epatico e un 
campione di siero di sangue da ciascun animale. I campioni di parenchima 
epatico ed i sieri sono stati trasportati, congelati, al Dipartimento di Patologia 
e Sanità Animale sez. Malattie Infettive della Facoltà di Medicina Veterinaria di 
Napoli. 
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Figura 8: Scheda segnaletica di abbattimento individuale utilizzata per il campionamento 
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Campioni esaminati nella stagione venatoria 2010?2011 
Sono stati esaminati in totale 228 cinghiali tra le province di Latina e 
Frosinone sui quali sono state eseguite le seguenti analisi: 
• 228 campioni (siero), analisi sierologiche per la ricerca di anticorpi contro 
l’HEV; 
• 164 campioni di parenchima epatico, analisi di biologia molecolare per la 
ricerca del virus dell’epatite E .; ( Tab. 1 ) 
 
 
 
 
CAMPIONI ESAMINATI (SUS SCROFA) 
STAGIONE VENATORIA 2010?2011 
 Sieri Fegati 
Analisi sierologiche 228  
Analisi Biologia Molecolare  164 
Tabella 1: Campioni esaminati stagione venatoria 2010/2011 
 
 
 
Il sesso degli animali abbattuti è stato equamente distribuito  50,8% (116) 
erano maschi e 46,4% (106) erano di sesso femminile (Tab. 2). Il sesso di 6 
animali non era conosciuto. 
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Età 
 Giovane 
( < 1 ) 
Subadulto 
( 1?2 ) 
Adulto 
( > 3 ) 
Np Totale 
Maschio 9 44 63 ? 116 
Femmina 6 41 59 ? 106 
Np ? ? ? 6 6 
Totale 15 85 122 6 228 
 
Tabella 2. Sesso ed età dei 228 cinghiali abbattuti in prossimità del Parco Naturale 
Aurunci nel Lazio durante la stagione venatoria  2010?2011 
 
 
 
Popolazione umana a rischio: campionamento e preparazione 
del campione 
Sono stati raccolti,  previo consenso informato, siero e sangue di 20 cacciatori 
che hanno partecipato alla caccia e alla raccolta del materiale per questo 
studio. I campioni di siero e sangue sono stati trasportati al Dipartimento di 
Patologia e Sanità Animale sez. Malattie Infettive della Facoltà di Medicina 
Veterinaria di Napoli. Tutti i campioni erano accompagnati da una scheda 
segnaletica dove era riportata età, sesso,  e ruolo nella caccia ( evisceratore, 
cacciatore semplice, veterinario ).  
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Esami Sierologici 
I sieri raccolti sono stati analizzati con un test specifico per la ricerca di 
anticorpi nei confronti dell’Epatite E.  
 
 
Elisa Indiretta per l’identificazione di anticorpi verso l’ Epatite E 
MP Diagnostics HEV ELISA è un test immunoenzimatico indiretto, per 
campioni di siero umano, il test è stato segnalato  avere una specificità 
complessiva del 98,8% (Hu et al., 2008). In precedenza, il test è stato utilizzato 
per rilevare anticorpi specifici HEV sia di origine  umana  che suina, 
confermando l'indipendenza della specie (Hu et al., 2008). Anche se questo 
test  ELISA è specie indipendente, segnali di background possono variare tra 
le specie. Queste variazioni incidono notevolmente sul COV del produttore. 
Ecco perché nel nostro studio esamineremo le positività dei campioni sulla 
base dei Cut?off  umano (0,25 ), suino (0,44  ), cinghiale (0,80) elaborati da 
Rujtes et al.( 2009 ), ottenuti  attraverso l’analisi di campioni veramente 
positivi e campioni veramente negativi. I pozzetti delle strisce di polistirene 
delle micropiastre sono rivestiti con tre antigeni ricombinanti dell’ HEV che 
corrispondono alle regioni strutturali del Virus dell'epatite E. Siero umano o 
plasma, diluito nel buffer diluente, sono incubati  in questi pozzetti coattati. 
Gli anticorpi specifici verso HEV, se presenti, si legheranno agli antigeni 
dell’HEV in fase solida. I pozzetti sono poi lavati accuratamente per 
rimuovere materiali non legato e IgG anti?umane marcate con perossidase 
horseradish  sono aggiunte ai pozzetti. Questo anticorpo marcato verrà 
associato a qualsiasi complesso antigene?anticorpo precedentemente formato 
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mentre gli eccessi non associati vengono rimossi dal lavaggio. Una soluzione 
di substrato contenente 3, 3', 5, 5'?tetrametilbenzidina (TMB) si aggiunge a 
ciascun pozzetto. La presenza di anticorpi specifici è indicata dalla presenza di 
un colore blu dopo l'aggiunta del substrato. La reazione termina con l’aggiunta 
di acido cloridrico ( stop solution ). L'intensità del colore viene misurata 
attraverso lo spettrofotometro a 450nm ed è proporzionale alla quantità di 
anticorpi presenti nel campione.  
 
 
Esami di Biologia Molecolare 
 
 
Estrazione dell’RNA 
Dai campioni di fegato e dal siero umano è stato estratto l’RNA con 
metodica TRIzol  (Invitrogen Cat. No. 15596?018 ) secondo la 
seguente metodica riportata dal produttore. 
a. Preparazione del campione: aggiungere 1 ml di TRIzol  reagente 
per 50 – 100 mg di campione di tessuto ed omogeneizzare. 
b. Separazione di fase: incubare il campione omogeneizzato per 5 
minuti a temperatura ambiente per consentire la completa 
dissociazione del complesso nucleoproteico. Aggiungere 0,2 ml di 
cloroformio per 1 ml di TRIzol  utilizzato per omogeneizzazione. 
Richiudere la provetta in modo sicuro.  Agitare il tubo 
vigorosamente a mano per 15 secondi. Incubare per 2?3 minuti a 
temperatura ambiente. Centrifugare il campione a 12.000 × g per 15 
minuti a 4°C. Nota: La miscela si separa in una fase di rosso 
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fenolcloroformio sul fondo, un'interfase e una fase acquosa incolore 
superiore. L’ RNA rimane esclusivamente nella fase acquosa. La fase 
acquosa è superiore a  ~ 50% del volume totale. Rimuovere la fase 
acquosa del campione ed inserirla in un una nuova eppendorf.  
c. Precipitazione dell’RNA: aggiungere 0,5 ml di isopropanolo al 100% 
alla fase acquosa. Incubare a temperatura ambiente per 10 minuti. 
Centrifugare a 12.000 × g per 10 minuti a 4°C Nota: l’ RNA è 
spesso invisibile alla centrifugazione e forma unapellet di simil?gel 
sul lato inferiore dell’eppendorf. 
d. Lavaggio dell’RNA: eliminare il surnatante dall’eppendorf, lasciando 
solo il pellet di RNA. Lavare il pellet, con 1 ml di etanolo al 75%.  
Poi centrifugare l’eppendorf  a 7500 × g per 5 minuti a 4° C. 
Scartare il liquido di lavaggio. Lasciar asciugare all’aria il pellet di 
RNA.  
e. Risospensione dell’RNA: risospendere il sedimento di RNA in 
RNAsi free water. Incubare a bagnomaria o riscaldare il pellet 
risospeso a 55–60 ° C per 10?15 minuti. Conservare l’RNA a ?80°C. 
 
 
RNA reverse transcription e prima reazione di PCR 
La Retrotrascrizione dell’RNA e la prima PCR dei campioni è stata eseguita 
con il kit Superscript III One step RT?PCR System with Platinum Taq DNA 
Polymerase ( Invitrogen Cat. No. 10928?042 ) seguendo le istruzioni del 
produttore. 
La mix di reazione ( volume/15?l ) è stata preparata con questi quantitativi: 
2X Reaction Mix 7,5 ?l, Template RNA 10pg – 1 ?g, Sense Primer 0.2 ?M, 
Anti?sense 0.2 ?M, RT/ Platinum Taq Mix 1 ?l e  RNAsi free water 3 ?l. 
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E’ stato programmato il termociclatore  in modo che la sintesi del cDNA sia 
seguita immediatamente dalla PCR. Il ciclo termico prevede una pre?
denaturazione dell’RNA e sintesi del cDNA con una prima fase di un ciclo: 
45?55°C per 30 minuti e 94°C per  2 minuti; segue l’amplificazione del cDNA 
con  40  cicli: denaturazione a 94°C per 20 secondi, annealing a 48°C per 45 
secondi ed estensione a 72° per 1 minuto e 30 secondi, il tutto seguito da una 
fase di estensione di un ciclo a 72°C per 5 minuti. 
Per questa fase sono stati utilizzati dei primers degenerati: HEVORF2con?
a1/HEVORF2con?s1 ( Erker et all., 1999). 
 
 
Nested PCR 
Per la Nested PCR è stato utilizzato il kit della TaKaRa LA Taq ( Takara  Bio 
Inc. Cod. No. RR002M ) seguendo le istruzioni del produttore. La mix di 
reazione è stata preparata con questi quantitativi: TaKaRa LA Taq 0,5 ?l, 10x 
LA PCR Buffer ( Mg2+ plus ) 2,5 ?l, dNTP mix 0,5 ?l, Sense Primer 0,2 ?M, 
Anti?sense 0,2 ?M, Templato <1 ?g. 
Il ciclo termico prevedeva una fase iniziale di denaturazione a 94°C per 10 
minuti seguita da 40 cicli di denaturazione a 94°C per 15 secondi, annealing a 
52°C per 30 secondi e estensione a 72°C per 1 minuto, ed una fase finale di 
estensione a 72°C per 7 minuti. 
Per questa prima fase sono stati utilizzati dei primers degenerati: 
HEVORF2con?a2/HEVORF2con?s2 ( Erker et all., 1999). 
 
 
 
 44 
 
 
Elettroforesi in gel di Agarosio ed escissione da Gel 
Tutti i campioni ottenuti dalla Nested PCR sono stati fatti correre su gel di 
Agarosio all’1,5% e letti ai raggi UV. I Prodotti della Nested?PCR del peso 
atteso ( 145bp ) sono stati escissi dal gel attraverso il kit QIAquick Gel 
Extraction Kit ( Qiagen Cat. No. 28704 ) seguendo le istruzioni del 
produttore.  
 
 
 
 
Sequenziamento e analisi filogenetica 
I nostri prodotti positivi, escissi dal gel sono stati inviati alla Primm srl Via 
Olgettina 58 ? 20132 Milano (Italy) per il sequenziamento. Le sequenze 
ottenute sono state assemblate ed allineate con altre sequenze di HEV suina, 
umana e di cinghiale presenti in NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) 
usando il programma Clustalw2. Le sequenze di riferimento utilizzate sono: 
Hev/Wb/NL/2005?21 (EU526642.1), Hev/Sw/NL/2005?1026 
(EU526644.1), Hev/Sw/Brazil (EF491206), Hev/Hu/NL/2002?2520 
(AB385842.1), Hev/Hu/NL/2005?1169 (DQ200293.1), 
Hev/Hu/NL/20050756 (DQ200289.1), Hev/Hu/NL/2006?1917 
(AB385852.1), Hev/Hu/NL/2005?0560 (DQ200287.1), Hev/Hu/NL/2005?
5810 (AB385844.1), WbGER38 (FJ48525.1), WbGER77 (FJ48516.1), 
5B/09/ITA (GQ223721.1), 22B/09/ITA (GQ223725.1), MO/9_3/06/IT 
(EF681107), Hev/Avian/USA (AY535004). 
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Analisi statistica 
La sensibilità (Sn) e la specificità (Sp) dell’ELISA rispetto alla PCR (95% 
intervallo di confidenza)  ed il highest performance index è stato calcolato 
mediante receiver operator characteristic (ROC) analysis curve (ROC analysis) 
per mezzo del software MedCalc software (Frank Schoonjans, V.7.2.1.0). I 
risultati sono stati espressi mediante una Curva ROC ed un grafico dot plot a 
differenti cut?off. L’analisi ROC permette di ottenere informazioni circa la Sn 
(proporzione di veri positivi diagnosticati dal test), la Sp (proporzione di veri 
negativi identificati dal test) (Thrusfield 2003), l’area sotto la curva ROC 
(AUC), che è indicativa dell’accuratezza del test ed il cut?off  del test. Inoltre 
MedCalc fornisce un grafico a punti (dot graph), in cui le osservazioni 
appaiate sono riportate rispetto a  due assi, che mostrano i risultati di test 
individuali in accordo con il valore della variabile indipendente di 
classificazione ed una linea orizzontale che corrisponde al valore di cut?off, 
che rappresenta il numero minimo di false classificazioni (positive e negative) 
del test. Questo valore può essere modificato per differenti motivi; in un test 
di screening, è opportuno scegliere un valore di cut?off  con alta sensibilità ed 
alto valore predittivo negativo. Per confermare la malattia, i campioni positivi 
evidenziati dal test di screening devono essere nuovamente saggiati con un test 
diverso. Il secondo test necessita di un’alta specificità e di un alto valore 
predittivo positivo  (Griner et al., 1981; Schoonjans, 2005; D.M. no. 651 
27/08/1994; D.M. no.429 12/08/1997). La Sn ed Sp del test ELISA è stata 
calcolata con un intervallo di confidenza al 95% .  
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RISULTATI 
 
Esami sierologici 
I risultati ottenuti espressi in Unità di Assorbenza sono stati convertiti in 
positivi e negativi sulla base di tre cut?off: suino, umano e cinghiale ( Rutjes et 
al, 2009).  Come illustrato nella tabella 3,  166/228 (72%) sieri sono risultati 
positivi rispetto al  COV umano. Per quanto riguarda il COV suino i risultati 
ottenuti sono stati di 146/228 (64%) sieri positivi. Mentre i risultati ottenuti 
utilizzando il COV del cinghiale sono stati di 96/228 (40%) sieri positivi  La 
differenza con il COV suino specifico può essere causata dalla natura 
emolitica dei sieri di cinghiale. La prevalenza della patologia indagata non è 
risultata diversa tra maschi e femmine di cinghiale, infatti, sulla base del test 
esatto di Fisher non vi e alcuna associazione significativa con il sesso degli 
animali positivi (tabella 3 ).   
 
 
Tabella 3: Distribuzione di HEV tra i cinghiali di età e sesso diverso (stagione venatoria 
2010?2011) ottenuta utilizzando i cut off  umano, suino e di cinghiale. 
 
 
 
HEV 
ELISA 
N. positivi per sesso differente N. positivi per classe di età 
N. Positivi/totali 
studiati 
Maschi Femmine NK <1 1?2 >2 NK 
Cut off  suino (0,44) 146/228 72 69 5 9 49 83 5 
 Cut off  cinghiale 
(0,80) 
92/228 43 46 3 4 33 52 3 
Cut off  umano 
(0,25 ) 
166/228 76 84 6 10 64 86 6 
NK, not Known 
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Grafico 1: Prevalenza di HEV in base alle tre classi di età 
 
 
E’ stata, quindi, calcolata, la prevalenza di HEV (soggetti ammalati/soggetti 
totali) rispetto alle classi d'età cioè: adulti (oltre 24 mesi); subadulti (da 13 a 24 
mesi) e giovani (da 0 a 12 mesi ). 
La prevalenza per le tre classi di età, calcolata sulla base dei risultati ottenuti 
dal cut?off  del cinghiale (grafico 1) aumentava con un trend significativo in 
funzione dell'età. 
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Esami di biologia molecolare 
I risultati ottenuti dalla RT? Nested PCR effettuata su campioni di parenchima 
epatico hanno permesso di identificare 54 positivi su 164 soggetti esaminati 
(33%). I tassi di prevalenza determinati su tutta la popolazione in base alle 
diverse età e sesso sono riportati nella tabella 4. Nessuna differenza 
statisticamente significativa  nella prevalenza di HEV è stata rilevata tra maschi 
e femmine.  
 
 
Tabella 4: Distribuzione di HEV tra i cinghiali di età e sesso diverso (stagione venatoria 
2010?2011) per RT?Nested PCR 
 
 
 
Dall'analisi dei dati relativi alla prevalenza dell'infezione da HEV  rispetto alle 
classi di età si evince un aumento della prevalenza con un trend significativo 
rispetto alle tre classi di età (grafico 2 ). 
 
 
 
 
 
 
 
HEV 
N. positivi per sesso differente N. positivi per classe di età 
N. Positivi/totali 
studiati 
Maschi Femmine NK <1 1?2 >2 NK 
RT?Nested PCR 54/164 25 27 2 8 12 32 3 
NK, not Known 
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Grafico 2: Prevalenza di HEV in base alle tre classi di età 
 
 
 
Risultati sierologici e di biologia molecolare nella popolazione 
umana a rischio 
Per i campioni umani, il test ELISA ( MPB )da noi utilizzato è stato segnalato  
avere una specificità complessiva del 98,8% (Hu et al., 2008). In precedenza, il 
test è stato utilizzato per rilevare anticorpi specifici HEV di origine umana e 
maiale (s. scrofa domestica), confermando  l'indipendenza della specie (Hu et 
al., 2008). I risultati ottenuti hanno evidenziato una positività di 5/20 ( 25%) 
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campioni di siero. Inoltre i risultati della RT? Nested PCR effettuati sugli stessi 
sieri sono risultati positivi e confermano la positività della sierologia. 
 
 
Analisi statistica 
I risultati delle analisi sierologiche e di biologia molecolare sono stati elaborati 
mediante analisi della curva ROC. Come rilevabile in fig. 9, la Sn del test 
ELISA è risultata del 96,4% (C.I. 95%, 87,4 – 99,5%) e la Sp del  44,5% (C.I. 
95%, 37,0 – 52,2%) per un cut?off  di 0,393 OD con un PI di 140,9. 
Il dot blot in cui le osservazioni appaiate sono riportate rispetto a  due assi, 
che mostrano i risultati dell'analisi sierologica (ELISA) in accordo con il valore 
della variabile indipendente di classificazione (Nested RT?PCR) ed una linea 
orizzontale che corrisponde al valore di cut?off, che rappresenta il numero 
minimo di false classificazioni (positive e negative) del test è illustrato  in fig 
10; i campioni negativi alla biologia molecolare sono mostrati come PCR= 0, i 
campioni postivi alla biologia molecolare sono mostrati come PCR=1 e la 
linea orizzontale situata a 0,393 OD rappresenta la linea di demarcazione per 
Sn (96,4%) e Sp (44,5%) calcolata dall'analisi ROC. 
I valori di Sn e Sp del test ELISA a diversi valori di cut?off  ottenuti dall’ 
analisi della curva ROC sono riportati nella tabella 5. Come illustrato, il cut?
off  di 0,393 OD  fornisce  il punteggio più alto combinando i valori di Sn e 
Sp.  
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Figura 9: Risultati di  sensibilità (%) e specificità (%) per vari valori di cut?off  del test 
Elisa per rilevare anticorpi anti?HEV SP utilizzando l’RT?Nested PCR come variabile 
di classificazione. 
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Figura 10: Diagramma Dot per il test ELISA  relativo ai risultati del test di Biologia 
Molecolare. Ogni quadrato rappresenta il risultato di un solo campione. La linea 
orizzontale a 0,39 OD è il valore di cut?off  determinato dall'analisi della curva ROC.  
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Cut off % Sn 95% C.I. % Sp 95% C.I. +LR ?LR PI 
0,35 96,4 87,4? 99,5 42,8 35,3? 50,5 1,68 0,09 139,2 
0,389 96,4 87,4? 99,5 43,4 35,9? 51,1 1,70 0,08 139,8 
0,39 96,4 87,4? 99,5 43,9 36,4? 51,7 1,72 0,08 140,03 
0,393 96,4 87,4? 99,5 44,5 37,0? 52,2 1,74 0,08 140,9 
0,395 94,5 84,9? 98,8 44,5 37,0? 52,2 1,70 0,12 139 
0,401 94,5 84,9? 98,8 45,1 37,5? 52,8 1,72 0,12 139,6 
 
Tabella 5: Sensibilità (Sn) e specificità (Sp) del test ELISA a valori diversi di cut?off  
calcolati attraverso la curva ROC. 
 
 
 
Sequenziamento ed Analisi filogenetica  
La regione ORF2  ( bp 148 ) amplificata dall’ RT? Nested PCR è stata 
sequenziata per un totale di 16 campioni di cinghiale e 5 campioni umani. 
Purtroppo, non è stato possibile sequenziare tutti i campioni a causa della 
ridotta quantità di DNA in alcuni amplificati. Le sequenze ottenute  sono state 
confrontate ed allineate (fig.11) con sequenze fornite dal database NCBI che 
rappresentano ceppi HEV umani e suini e di cinghiale ed un ceppo aviare  in 
circolazione in tutto il mondo (fig.12) attraverso il programma ClustalW2. Le 
percentuali d’identificazione mostrate in tabella 6 mostrano una percentuale di 
identificazione che va dal 70?98% rispetto al ceppo Hev/Wb/NL/2005?21, 
sia per le sequenze dei cinghiali che per quelle umane. Percentuali 
d’identificazione significative (70?97%)si sono avute anche tra i nostri 
sequenziati ed i ceppi Hev/Hu/NL/2005?1169 e Hev/Hu/NL/2005?0756. In 
un solo caso si è ottenuta un’identificazione pari al 100% di un nostro ceppo 
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umano (Hu/Hev/Na1/IT2011) ed un altro ceppo umano Olandese. 
 
 
% d’IDENTIFICAZIONE 
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Tabella 6: Percentuali d’identificazione con ceppi presenti in banca dati ed usati come 
riferimento 
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Hev/Wb/NL/2005?
21 
93 50 53 90 36 96 97 95 97 95 96 70 70 68 74 66 98 98 97 97 97 
Hev/Sw/Brazil 88 93 92 85 91 89 89 90 86 86 87 88 87 90 85 90 84 87 86 90 89 
Hev/Hu/NL/2002?
2520 
49 55 53 52 36 65 63 63 71 70 68 75 68 68 90 66 68 70 69 70 96 
Hev/Hu/NL/2005?
1169 
94 56 53 58 35 95 64 94 96 94 69 94 68 92 74 96 94 97 96 96 96 
Hev/Hu/NL/2005?
0756 
51 57 57 88 37 93 92 93 95 93 93 93 70 69 71 94 95 96 96 96 95 
Hev/Hu/NL/2006?
1917 
48 56 53 58 36 66 64 64 72 71 95 75 90 68 74 66 67 70 69 71 97 
Hev/Hu/NL/2005?
1026 
48 53 53 58 35 66 64 72 71 71 75 70 68 74 66 69 68 70 69 71 97 
Hev/Hu/NL/2005?
0560 
48 54 46 97 39 62 59 70 66 64 70 64 63 68 57 
 
64 62 65 66 66 92 
WbGER38 52 55 53 91 35 93 91 93 95 93 93 93 90 92 90 95 95 96 96 96 95 
Hev/Hu/NL/ 2005?
5810 
51 56 52 56 36 65 63 63 71 70 68 74 67 67 73 96 100 66 69 76 70 
WbGER77 44 50 53 52 46 59 59 69 68 66 70 66 64 68 68 63 62 65 62 67 92 
5B/09/ITA 94 56 46 92 46 74 97 90 82 90 91 90 81 89 86 72 96 92 91 91 92 
22B/09/ITA 92 56 43 90 43 70 91 90 83 88 90 89 78 87 84 70 95 91 90 90 90 
MO/9_3/06/ITA 64 64 47 62 62 79 79 79 80 80 80 83 80 79 78 75 82 79 79 80 82 
Hev/Avian/USA 54 56 55 53 54 51 56 55 51 53 50 50 51 52 56 55 55 54 50 50 50 
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Figura 11: Programma di allineamento Clustal W2 
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Figura 12: Albero filogenetico basato sulla sequenza nucleotidica 148bp del gene ORF2 
dell’HEV 
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DISCUSSIONE 
 
Il monitoraggio dello stato di salute della nostra fauna selvatica è, come ormai 
dimostrato dalle decennali iniziative ed esperienze del settore in Piemonte, 
Trentino, Toscana ed Emilia Romagna, un elemento fondamentale per una 
corretta gestione del patrimonio faunistico, degli ecosistemi naturali e non 
ultimo della salute umana. Questa iniziativa assume ancor più rilievo se si 
considera che è da individuarsi come un intervento pioniere all'interno del 
quadro della gestione faunistica dell'Italia Centrale. Tale situazione è ancora 
più rafforzata dal fatto che sul territorio provinciale sono presenti aree naturali 
protette notevolmente estese che presentano come elementi fondanti dei loro 
compiti istituzionali la gestione e la ricostituzione dell'antico patrimonio 
faunistico dell'Appennino Centrale. 
Un corretto approccio a tale gestione presuppone una definizione di come si 
debba concepire “lo stato di salute” degli animali selvatici immessi a scopo 
venatorio o di quelli che vivono in libertà negli ambienti naturali della 
Provincia; appare sufficientemente ovvio che non si possa e debba considerare 
lo stato di salute degli animali selvatici in libertà alla stregua di quello degli 
animali zootecnici o di affezione. 
Negli animali selvatici, infatti, lo stato di salute non è facilmente osservabile né 
sufficientemente definibile con l'esame clinico, sia pur con un’ attenta 
osservazione a distanza; d'altra parte il singolo soggetto ammalato non assume 
grande importanza sotto il profilo pratico per l'economia dell'ambiente, a 
meno che esso mostri evidenti segni di malattia contagiosa  e diffusiva, che per 
altro è doveroso confermare con l'esame necroscopico. 
Questo studio rappresenta la prima relazione sulla presenza di HEV in 
cinghiali nell’Italia Centrale e conferma che l’Epatite E  circola attivamente 
 59 
 
nelle  popolazioni del cinghiale europeo (s. scrofa scrofa) (de Deus et al, 2007) 
e non solo nella sottospecie dei lignaggi asiatici (s. scrofa leucomysta e s. 
scrofa riukiuanus) (Kitajima et al., 2004; Sonoda et al., 2004; Masuda et al., 
2005). I nostri risultati confermano inoltre che i cinghiali, insieme con i maiali 
domestici, possono rappresentare un importante serbatoio animale di 
infezione.  
Prime testimonianze di ungulati selvatici come serbatoi di HEV per gli esseri 
umani sono stati segnalati come conseguenza di alcuni casi negli esseri umani 
in Giappone, dopo il consumo di carne di cervo crudo o poco cotto e carne di 
cinghiale (Li et al., 2005; Tei et al., 2003). Pertanto, la rilevanza del cinghiale 
come un potenziale serbatoio di HEV sia per gli animali domestici  che per gli 
esseri umani è fonte di crescente preoccupazione. Inoltre, analisi sierologiche 
hanno evidenziato alti tassi di  siero?prevalenza nel maiale domestico in 
Spagna (Seminati et al., 2008). Quindi, la possibilità del cinghiale, di venire 
esposto a contagio da HEV è piuttosto elevata, come segnalato peraltro per  
altre malattie, condivise tra Suini domestici e selvatici (Ruiz?Fons et al., 2008). 
Studi condotti sull'infezione da HEV nei cinghiali ad oggi sono limitati al 
Giappone, Australia, Olanda, Germania, Spagna ed un unico lavoro condotto  
in Italia (Chandler et al., 1999; Martelli et al., 2008; Sonoda et al., 2004; 
Takahashi et al., 2004; Rutjes et al., 2009; de Deus et al., 2007b; Schielke et al., 
2009). 
La siero prevalenza da noi riscontrata utilizzando il cut?off  indicato dal 
produttore del test ELISA utilizzato è risultata del  64%, quindi 
significativamente più elevata rispetto a quella segnalata per suini selvatici in 
Australia (25,0%), per cinghiali in Giappone ( 9.0–27.1%) (Chandler et al., 
1999; Michitaka et al., 2007; Sonoda et al., 2004), per i cinghiali in Spagna 
(40,0% ) e in Olanda (28% )( Rutjes et al., 2009; de Deus et al., 2007b ). 
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Questa differenza potrebbe essere dovuta a più fattori: quali un 
campionamento più numeroso nel nostro studio (228 soggetti) rispetto agli 
altri studi in letteratura o  alle diverse caratteristiche dei tests ELISA, infatti è 
da considerare che il test utilizzato nel presente studio permette la rilevazione 
di tutte e tre le classi immunoglobuliniche (IgG, IgM ed IgA) (Hu et al., 2008).  
I nostri dati hanno evidenziato che la prevalenza dell'infezione da HEV non è 
risultata diversa tra maschi e femmine di cinghiale, infatti, sulla base del test 
esatto di Fisher non vi era alcuna associazione significativa con il sesso degli 
animali positivi. La prevalenza rispetto alle tre classi di età, invece, aumentava 
con un trend significativo in funzione dell'età. Questo dato, differisce da 
quanto precedentemente rilevato da altri autori ( Di Bartolo et al, 2011; De 
Deus et al, 2007b) e  può essere riconducibile al comportamento sociale della 
specie. I cinghiali, infatti, avendo un comportamento sociale matriarcale, 
formato da più nuclei familiari, ovvero dalle femmine con i loro piccoli e 
talvolta, con i nati dell’anno precedente, vivono all'interno del gruppo 
materno fino ad un anno di età, dopodiché durante i periodi più critici, 
quando il cibo scarseggia, si ha una fase di dispersione che porta ad un 
aumento dei contatti con altri conspecifici e all'utilizzo di nuove porzioni di 
territorio. A questa dispersione dei soggetti sul territorio  è associata una 
condizione di stress con conseguente abbassamento delle difese immunitarie e 
conseguente aumento delle possibilità di trasmissione orizzontale di questa 
patologia. 
Il risultato delle analisi molecolari per la ricerca di HEV RNA, seppur eseguite 
su di un numero minore di campioni ( 164 ) rispetto alle analisi sierologiche, 
ha evidenziato una prevalenza del 33%. 
Questa prevalenza è generalmente superiore a quella riportata in altri studi 
molecolari condotti nel cinghiale, infatti, Sonoda et al (2004) hanno osservato 
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una prevalenza del 2,4% in un campione di 41 animali in uno studio condotto 
in Giappone, mentre Nishizawa et al (2005) hanno rilevato una prevalenza del 
2,3% in 89 cinghiali nello stesso territorio, infine, Martelli et al (2008), nel 
corso dell'unica indagine precedentemente condotta nella popolazione di 
cinghiali selvatici in Italia, hanno riscontrato una prevalenza del 25% in 88 
campioni di cinghiali  in Emilia Romagna.  D'altra parte, Kitajima et al (2004) 
in uno studio condotto in Giappone hanno riportato una prevalenza superiore 
(42,8%), ma è da rilevare che questo studio è stato condotto su di un 
campione estremamente ridotto  di animali (sette ). 
La maggiore prevalenza di infezione da HEV rilevata nel nostro studio, 
potrebbe indicare una superiore circolazione di HEV nella popolazione 
oggetto di indagine, anche se differenze dovute al tipo di campione ed alla  
metodica PCR utilizzata non possono essere escluse.  
Inoltre, le differenze nella prevalenza dell’infezione da HEV potrebbero essere 
anche legate ad una diversa infettività dei ceppi HEV o a differenze nella 
biologia ed ecologia delle popolazioni di cinghiale considerate (genetica degli 
animali, densità della popolazione, caratteristiche ambientali, ecc). 
Anche in corso di analisi molecolari, mentre non è stata rilevata associazione 
tra prevalenza di infezione e sesso, si è invece rilevato un andamento crescente 
della prevalenza nelle tre classi di età considerate, questo ad avvalorare i 
risultati già ottenuti nella sierologia. Questi dati sono in contrasto con i 
risultati della maggior parte degli studi condotti su specie suina domestica, che 
indicano che l’infezione principalmente si verifica negli animali di 3?5 mesi di 
età, ha una durata breve ed è generalmente auto limitante (Meng et al., 1997, 
1998). 
Queste differenze potrebbero suggerire che l'infezione nei cinghiali può 
diventare cronica, eventualmente sostenuta da un'immunità non 
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completamente protettiva, o che c'è una continua re?infezione favorita da 
un'immunità di breve durata. Questi risultati, insieme con il fatto che i 
cinghiali esaminati sono apparsi clinicamente sani, ci lascia sollevare l'ipotesi 
che anche nei cinghiali, come nei maiali domestici (Meng et al., 1998), 
l’infezione da HEV possa decorrere in maniera sub?clinica. Ulteriori studi 
saranno necessari per valutare meglio gli effetti dinamici, clinici e patologici  
dell'infezione nei cinghiali. 
Nel presente studio, l’analisi della curva ROC è stata utilizzata per valutare il 
test ELISA per la ricerca di anticorpi anti?HEV, determinare il cut?off  che 
offra il più alto indice di prestazioni e di compararne sensibilità e specificità 
con la biologia molecolare. La curva ROC è utilizzata per confrontare la 
complessa capacità discriminante di un test diagnostico in gruppi di animali al 
di sopra del range di tutti i possibili valori di cut?off  (Fosgate et al., 2003). 
Curve ROC possono anche essere utilizzate per confrontare  prestazioni di 
diagnostica di laboratorio o di due o più test diagnostici (Griner et al., 1981). 
Un test con nessuna capacità discriminante avrebbe un'area sotto la curva di 
0,50.  Un test perfetto avrebbe un'area di 1.0. Questo indicherebbe che c'è una 
separazione completa dei risultati dei test per gli animali infetti e non infetti 
(Fosgate et al., 2003). Il valore ottimale di cut?off  per il test ELISA che offre il 
più alto 'indice di prestazioni ' (somma di Sn e Sp) è stato determinato 
dall’analisi della curva ROC. Il risultato dai noi ottenuto per la Sn del test 
ELISA è risultata essere di 96,4% (C.I. 95%, 87,4 – 99,5%) con un valore di 
Sp pari a 44,5% (C.I. 95%, 37,0 – 52,2%) per un cut?off  di 0,393 OD, con un 
PI di 140,9. Tale valore di cut?off   è  significativamente differente dai valori di 
cut?off  calcolati da Rutjes et al (2009) per il cinghiale, ma simile al valore di 
cut?off  riportato per il maiale dalla ditta produttrice, seppur con valori di Sn 
ed Sp profondamente diversi.  
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I nostri risultati hanno dimostrato che su 228 campioni di siero esaminati con 
test ELISA, 166 ( 72% ) sono risultati positivi per anticorpi anti HEV, mentre 
i risultati della biologia molecolare hanno mostrato che solo il 33% (54/164) 
dei cinghiali hanno presentato HEV RNA nel loro fegato. Questa discrepanza 
tra sierologia e biologia molecolare non indica che il test ELISA è migliore o 
peggiore della biologia molecolare. La sierologia è una misura di esposizione 
storica, che può o non può essere correlata strettamente alla carica infettante 
al momento del campionamento. La sierologia aiuta a identificare la 
popolazione infetta, ma non è utile per determinare lo stato di infezione di 
singoli animali. Tuttavia, la negatività di alcuni campioni alla biologia 
molecolare per la ricerca dell’HEV RNA in una popolazione o un individuo, 
non garantisce che questi non siano dei portatori.  Infatti come dimostrato in 
uno studio condotto da Di Bartolo et al. (2011) risultati differenti possono 
essere ottenuti dalle analisi molecolari condotte su differenti matrici tissutali 
ottenute dai medesimi soggetti.  
Pertanto, nel nostro studio, i maggiori risultati sierologici ottenuti, considerati 
apparentemente come “falsi positivi” rispetto alla bassa positività della 
biologia molecolare, in realtà potrebbero rappresentare la reale distribuzione 
delle infezioni non rilevate dal test RT?Nested PCR.  
Una delle finalità del presente studio è stata di valutare la prevalenza 
dell'infezione da HEV nella popolazione umana a rischio. Pertanto sono stati  
esaminati, previo consenso informato, sia mediante sierologia che attraverso 
tests di biologia molecolare 20 campioni di siero e sangue umano appartenenti 
a cacciatori ed evisceratori che hanno collaborato allo studio.  La siero 
prevalenza ottenuta è risultata del 25%, tale dato è stato confermato 
successivamente anche dalla biologia molecolare. 
La regione ORF2  ( bp 148 ) amplificata dalla RT? Nested PCR è stata 
 64 
 
sequenziata in un totale di 16 campioni di cinghiale e 5 campioni umani. 
L'analisi filogenetica dei ceppi di HEV identificati in questo studio ha 
dimostrato che i ceppi identificati nel cinghiale ed i ceppi identificati 
nell'uomo sono geneticamente vicini sia a ceppi umani che a ceppi suini 
precedentemente segnalati in Europa ma considerevolmente differenti da 
ceppi di suini circolanti in Brasile. Tale dato è coerente con quanto 
precedentemente dimostrato in altri studi, che hanno dimostrato che ceppi 
HEV umani e suini provenienti da una stessa zona geografica (Europa) sono 
più spesso strettamente correlati rispetto a ceppi con una stessa origine 
identificati  in aree distanti (Van Der Poel et al., 2001). Una dato interessante è 
stato il riscontro di una elevata similitudine riscontrata tra i ceppi di HEV di 
cinghiale riscontrati in questo studio e ceppi di HEV identificati in Sus scrofa 
var. domesticus, che potrebbero essere legati alla circolazione inter?specie di 
HEV. Alcune testimonianze di trasmissione inter?specie di HEV si sono 
accumulate  negli ultimi 10 anni. Sonoda et al (2004) ha riferito che sequenze 
di HEV di cinghiali giapponesi erano correlate con quelli provenienti da esseri 
umani e maiali domestici, mostrando l’ 82.9–93.9% d’identità. Studi successivi 
condotti nello stesso paese hanno mostrato il 99,7% di similitudine di interi 
genomi di HEV tra isolati  in cinghiali e cervi, suggerendo pertanto la 
possibilità di trasmissione inter?specie (Takahashi et al., 2004). È anche noto 
che il HEV del maiale domestico è in grado di infettare altre specie, quali lo 
scimpanzè (Pan troglodytes) e la scimmia rhesus (Macaca mulatta) (Meng et 
al., 1998) e ciò fortemente sostiene ulteriormente il potenziale di trasmissione 
interspecifica del virus. Ed è proprio questo potenziale di trasmissione 
interspecifica che ovviamente può determinare coinvolgimento dell’uomo,  
potenziale peraltro dimostrato in uno studio di Schielke et al., (2009) in cui un 
elevato grado di omologia tra una sequenza nucleotidica di HEV cinghiale ed 
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una sequenza umana suggeriva un collegamento diretto tra entrambi.  Questi 
risultati, insieme con l'osservazione che infezione da HEV può essere sub?
clinica e può essere presente anche negli animali in un'età in cui  
comunemente vengono cacciati per essere scopi alimentari, sono di 
preoccupazione per il possibile rischio di trasmissione di HEV agli esseri 
umani. A tale riguardo, la presenza del 33% di campioni di fegato positivi ad 
HEV implica che questi organi di cinghiale possano rappresentare un rischio 
per la trasmissione zoonotica. Anche se non sono stati ottenuti dati circa la 
contaminazione di altri organi o carne, non può essere completamente escluso 
che durante il processo di macellazione possa esistere una cross?
contaminazione con altre parti commestibili della carcassa. In sintesi, i risultati 
indicano che i cinghiali possono essere un importante serbatoio per HEV in 
Italia, in possesso di un rischio significativo per l'infezione di HEV per gli 
esseri umani. Questo rischio è evidente per i cacciatori, che possono essere 
infettati durante la dissezione dei cinghiali.  
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CONCLUSIONI 
Il nostro studio ha evidenziato che i Cinghiali possono essere portatori di 
agenti patogeni quali l’Epatite E. Questo ha due implicazioni. In primo luogo, 
come agenti che possono contaminare la stessa carcassa, ed è questo l'aspetto 
principale che deve essere considerato dai cacciatori, che manipolano le 
carcasse in condizioni igieniche minime. Inoltre, la manipolazione e la 
preparazione domestica di carne di cinghiale cruda prima del trattamento di 
cottura, può portare alla contaminazione crociata degli altri alimenti. Anche 
l'abitudine locale di utilizzare carne di maiale e cinghiale per la produzione 
domestica di salsicce stagionate può aumentare il rischio di contaminazione. 
Alla luce di questo, e consigliabile l'uso di carne di cinghiale ben cotta. 
In secondo luogo, l'abitudine di allevamento dei suini domestici all'aperto, 
nelle zone a stretto contatto con i cinghiali, può aumentare il rischio di 
trasmissione di questi patogeni tra i due gruppi. 
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